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中文摘要 
   












0.73125 mg/ml 搭配乙醯膽鹼素濃度 8 mM 進行不同濃度抑制劑之量測，
抑制劑濃度與抑制百分比成正比，經實驗結果顯示本論文發表之架構可量
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Abstract 
 
    Malachite green (MG) is a triarylmethane dye has been used worldwide in 
the aquaculture industry as a fungicide for the effective prevention and 
treatment of fungal infections and ectoparasites since the early 1930s. MG is 
deposited in fatty tissue of the fish and has highly cytotoxin to mammalian cells 
and also acts as a liver tumor-enhancing agent, so, MG has now become a 
highly controversial compound due to the risks associated, including its effects 
on the immune system, reproductive system and its genotoxin and carcinogenic 
properties. MG was shown to be a an inhibitor of acetylcholinesterase (AcChE). 
In this study, the characteristics of inhibitory effects were applied to 
development malachite green potentiometric biosensor. The AcChE was 
immobilized on the sensitive structure with Indium Tin Oxide (ITO) for the 
biosensor that the AcChE as a biological recognition device that can catalyze 
hydrolyses acetylcholine (Ach), however these reactions result was generation 
of hydrogen ions, causing the change of pH in membrane, thus allowings use of 
the method for measuring voltage value. The best measurement method is the 
malachite green solution was prepared as a mixture of acetylcholine solution , 
results shows that the detection method for 1 ppm malachite green inhibition 
effect can decrease the hydrogen ions in the sensing membrane. The response 
time for detection malachite green was estimated to be about five minutes. The 
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When the Electrophorus electricus 0.73125 mg/ml enzyme concentration 
with acetylcholine concentration 8 mM measure for different concentrations 
inhibitor, proportional to inhibitior concentrations and inhibition. In our 
experiential results shows that the structure can be a malachite green biosensor 
for detecting 1 ppm malachite green. Use of mechanisms such malachite green 
inhibited acetylcholinesterase could be the development for detect the 
malachite green biosensor. 
 


















































  vii 
論文目錄 
口試委員審定書                                                 
授權書                                                       ii 
中文摘要                                                     iii 
英文摘要                                                     iv 
致謝                                                         vi 
第一章  緒論 
  1.1 研究背景                                               -1- 
  1.2 研究目的與動機                                         -3- 
  1.3 論文架構                                               -7- 
第二章  文獻回顧及基礎原理 
  2.1 生物感測器 
    2.1.1 生物感測器簡介                                      -8- 
    2.1.2 生物感測器之分類                                    -9- 
  2.2 延伸式閘極感測場效電晶體之原理                         -20- 
  2.3 電子材料的應用                                         -23- 
  2.4 酵素的特性                                             -24- 
  2.4.1 酵素催化過程                                       -24- 
2.5 乙醯膽鹼酯酶生理作用機制                              -25- 
2.5.1 乙醯膽鹼酯酶催化受質之水解過程                     -28- 
  2.6 孔雀綠簡介                                            -30- 
    2.6.1 孔雀綠之應用                                       -31- 
    2.6.2 孔雀綠之作用機制                                   -32- 
    2.6.3 孔雀綠之代謝機制                                   -33- 
    2.6.4 孔雀綠之毒性                                       -34- 
  viii 
    2.6.5 孔雀綠對膽鹼酯酶抑制作用之文獻探討                  -37- 
    2.6.6 世界各國對孔雀綠的管制                             -38- 
    2.6.7 檢測孔雀綠之方法                                   -39- 
第三章  材料方法 
  3.1 實驗材料                                              -41- 
  3.2 儀器與器材                                            -42- 
  3.3 實驗流程                                              -43- 
  3.4 感測器之製作                                          -44- 
  3.5 延伸式離子感測場效電晶體之pH 感測特性                 -45- 
 3.6 感測器之酵素薄膜固定化步驟                             -45- 
 3.7 量測系統                                               -46- 
  3.8 抑制劑之抑制試驗                                       -47- 
第四章  結果與討論 
  4.1 感測器pH 感測特性探討                                 -48- 
  4.2 乙醯膽鹼感測特性探討                                   -49- 
  4.3 孔雀綠量測方法之探討                                   -51- 
  4.4 孔雀綠感測器之反應時間                                 -54- 
  4.5 抑制百分比之參數                                       -55- 
  4.6 生物感測器與現有商業化測量探討                         -60- 
  4.7 未來展望                                               -60- 
第五章  結論                                                -61- 




  ix 
圖表目錄 
 
圖1-1 台灣漁業產量                                         -6- 
圖1-2 論文架構圖                                           -7- 
圖2-1 生物感測器組成示意圖                                 -8- 
圖2-2 電化學生物感測器之種類                              -17- 
圖2-3 MOSFET、ISFET、EnFET之構造                       -18- 
圖2-4 各類型感測器之偵測靈敏度範圍                        -18- 
圖2-5 EGFET與ISFET之結構比較示意圖                       -21- 
圖2-6 延伸式閘極感測場效電晶體(EGFET)之結構圖             -21- 
圖2-7 非對稱離子選擇元件之等效電路圖                      -22- 
圖2-8 以ITO/PET為基礎之感測器架構圖及實體圖               -23- 
圖2-9 乙醯膽鹼傳遞-接收-恢復之循環                         -27- 
圖2-10 乙醯膽鹼酯酶活化區                                 -27- 
圖2-11 乙醯化及去乙醯化                                   -29- 
圖2-12 乙醯膽鹼酯酶水解乙醯膽鹼                           -29- 
圖2-13 孔雀綠(MG)之化學結構                               -30- 
圖2-14 還原型孔雀綠(LMG)之結構                           -33- 
圖2-15 孔雀綠及其代謝物之代謝機制                         -36- 
圖2-16 孔雀綠及其代謝物殘留之檢驗流程圖                   -40- 
圖3-1 實驗流程圖                                          -43- 
圖3-2 ITO/PET元件圖                                      -44- 
圖3-3 真實封裝完成之元件圖                                -44- 
圖3-4 酵素固定於元件上之示意圖                            -45- 
圖3-5 量測架構圖                                          -46- 
圖4-1 自組封裝之延伸式感測場效電晶體之感測度結果圖        -48- 
  x 
圖4-2 乙醯膽鹼酯酶量測不同濃度之乙醯膽鹼輸出電壓          -50- 
圖4-3 不同乙醯膽鹼濃度之反應電壓                          -50- 
圖4-4 抑制劑前後之酵素與受質之反應電壓比較                -52- 
圖4-5 抑制劑滴在感測窗後量測電壓                          -52- 
圖4-6 受質與抑制劑混合競爭酵素活化位                      -53- 
圖4-7 量測反應時間                                        -54- 
圖4-8 不同濃度酵素搭配各受質濃度之平均抑制百分比          -56- 
  圖4-9 酵素1.4625 mg/ml 搭配各濃度受質之抑制百分比標準差    -57- 
  圖4-10 酵素1.4625 mg/ml 受質1mM量測不同濃度抑制劑         -57- 
  圖4-11 酵素1.4625 mg/ml 受質10 mM量測不同濃度抑制劑        -58- 
  圖4-12 酵素1.4625 mg/ml 受質8 mM量測不同濃度抑制劑         -58- 
  圖4-13 酵素0.73125 mg/ml 受質8 mM量測不同濃度抑制劑        -59- 
  圖4-14 酵素0.73125 mg/ml 受質8 mM量測不同濃度抑制劑之       
         校正曲線圖                                         -59- 
  表一 常見之生物辨識元件組成分                             -10- 
  表二 生物感測器之信號換能器之優缺點比較                   -19- 
  - 1 - 
第一章 緒論 









    孔雀綠 (malachite green) 是一種帶有金屬光澤的綠色結晶體 (green 
crystalline solid)，屬三苯甲烷類染料(triarylmethane dye)。通常以兩種形式製
備並在市面上出售，分別為孔雀綠氯化物(malachite green chloride) 以及孔雀









（孔雀綠及還原型孔雀綠 = 總孔雀綠）為檢測標準。 
目前孔雀綠及還原型孔雀綠是使用液相層析串聯質譜分析法 (liquid 
chromatography/ tandem mass spectrometry, LC/MS/MS)為主，雖然檢測精確度
高但由於分析儀器精密且昂貴、體積龐大、需要專業人員操作、分析時間長
等缺點，分析結果往往只能作為事後驗證，難以達到預警功效。若能夠開發














於包括環境、醫療及農業等的在點看護檢測(Point of care test)或在點現場檢測
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1.2 研究目的與動機  
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自由時報, 2005、行政院農業委員會漁業署新聞稿, 2005】。 











最高達0.376 ppm的午仔魚還同時檢出孔雀綠0.002 ppm【蘋果日報, 2011】。 








Tuylu Kucukkilinc and Inci Ozer, 2005】。 
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1.3 論文架構 
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第二章  文獻回顧及基礎原理 
  2.1 生物感測器 
   2.1.1生物感測器簡介 
    生物感測器的定義為「使用具特異性之生物分子結合換能器，用以偵測
體內或體外之化學物質或與之特異性交互作用後產生回應的一種分析儀
器」，Sheller也曾將之定義為「Biosensors are characterized by the direct spatial 
combination of a  matrix-bound biologically active substance — the so-called 
receptor — with an electronic device」，其構成與偵測原理如圖2-1【陳佳琪, 
2002、陳玉時, 2000、王彥盛, 2003】。 





圖2-1 生物感測器組成示意圖(William H.Scouten et al., 1995) 
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2.1.2 生物感測器之分類 
    一般生物感測器運用生物反應及專一性之特性，發展出整合系統分析，
可粗分為生物辨識元件(biological recognition element)及信號換能器(signal 
transducer)兩部分。 
    生物辨識元件係指生物體中特定的催化劑，能與特定物質作用而不受其
他物質干擾，生物感測器分析之特異性乃由生物辨識元件而定，常用的生物
辨識元件如表一，依據辨識元件之特性，可將生物感測器分為兩類 :  
(一) 催化型(catalysis)  
    利用生物辨識元件的催化能力與選擇性，與待測分析物進行催化反應，
將待測分子代謝所產生之變化或代謝產物藉由信號換能器偵測後，將訊號轉
換成電子訊號表現出來，生物辨識元件如 : 酵素、微生物、組織等。 
(二) 親和性(affinity) 





玉時, 2000、李易珊, 2010、陳建中, 2009】。 
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測及記錄，以達到分析及檢測的目的【陳佳琪, 2002、Claire L. Morgan et al., 
1996】，依信號換能器之種類區分成下列數項主要技術 :  
(一) 聲學生物感測器(acoustics biosensor) 
    一般常見的聲學型感測器可分為壓電晶體換能器及表面聲波換能器。 
(1) 壓電晶體換能器(piezoelectric crystal detector, PZ) 







之甲醛成份【George G. Guilbault, 1983、李易珊, 2010、黃磁婷, 2002】。 
(2) 表面聲波換能器(surface acoustic wave detector；SAW) 
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(二)光學式生物感測器(Optical biosensor) 














為此類，利用電流計量測方式測定溶液中葡萄糖之濃度【Leland C. Clark Jr. 
and Champ Lyons, 1962】。此種生物感測器依訊號特性電化學生物感測器可細
分Amperometry、Conductivity與Potentiometry等三種方式，如圖2-2： 
















(3) 電位式生物感測器(Potentiometric biosensor) 




度【陳建中 , 2009、羅濟玟 , 2007】，而電位差遵守能斯特方程式(Nernst 
Equation)，其方程式如下所示 :  
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    1970年由Piet Bergveld 所提出，由金屬氧化物-半導體場效電晶體(Metal 










元件【H. K. Liao et al., 1997、J. C. Chou et al., 2000、S. S. Jan et al., 2000】。
依據選用之離子感測膜不同，即可感測不同離子，截至目前文獻已知可感測
pH值、K+、Ca2+ 和 Cl- 等離子【Wang Zheng-Xiao, 1993、Andre Haemmerli et 
al., 1982/1983、B. H. Van Der Schoot et al., 1991、D. Wilhelm et al., 1991】。一
個良好的ISFET感測膜須滿足以下要求 :  
   (1) 化學穩定性佳，在各種酸鹼溶液中長期浸泡仍能作用。 
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   (2) 電學穩定性佳，介質膜致密，閘漏電小，介質中電荷穩定。 
   (3) 對待測之離子靈敏度高，接近能斯特響應。 
   (4) 離子選擇性佳，抗干擾能力強。 
   (5) 製程簡單，易於製作，且均勻性、重複性佳【邱嘉政, 2001】。 
另外離子選擇電極之優缺點整理如下 :  
優點 
   (1) 微小化 
    ISFET之閘極感測區域約為幾百平方微米(800µm2)，可利用半導體技術微
加工做的更小，故也可用於微量溶液分析及微區測量。 
   (2) 輸入阻抗高、輸出阻抗低 
    通常ISFET之輸入阻抗為1012Ω以上，輸出阻抗為100~1000Ω，係良好之
阻抗交換器，使用此種元件可提高訊雜比。 
   (3) 反應快速 
    達到電位平衡所需的時間短，當溶液內離子濃度發生變化時，ISFET能
快速地將其轉換成電量之變化，故適合應用於即時監測與控制上。 
   (4) 成本低 
    ISFET之結構與MOSFET極為相同，故可使用MOSFET之製程技術，以達
到大量生產、降低成本。 
   (5) 前處理步驟少 
    電極具有選擇性，除非有干擾離子存在，否則大部分的樣品皆可不用進
行前處理，即使是混濁溶液或黏度大之液體中亦可直接測定【王俊棋, 2003、




  - 16 - 
缺點 
(1) 精準度不高 
    溫度之變化會影響電位反應，且電位計本身有電位漂移(drift)之現象，所
以難以使起始電位保持在一定值。 
(2) 測活性而非濃度  








值，即可間接量測到溶液中目標分析物的濃度。1980年Caras與Janata 【S. Caras 
and J. Janata, 1980】首先提出將盤尼西林(penicillin)固定於離子感測場效電晶
體閘極上，形成penicillin酵素感測器，後續以此架構製作而成的感測器也逐
漸問世，例如：葡萄糖【Li-Te Yin et al., 1998、Li-Te Yin et al., 2001、Kohji 
Mitsubayashi et al., 2003】、尿素【Robert Koncki et al., 2000、陳佳琪, 2002】、
乙醯膽鹼【陳玉時, 2000、Li-Lun Chi et al., 2000】、膽固醇【李秀文, 2001】、
乳酸【黃磁婷, 2002】….等感測器皆有相關文獻發表。 




前已有少數商品化之ISFET感測元件，國外Arrow Scientific、Deltatrak 與 
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Tecpel 等公司均有生產ISFET pH meter，但元件之穩定性、可靠性與使用壽
命，亦無法詳盡地解釋其溫度效應、遲滯與時漂等元件不穩定性發生之原因，
故於元件穩定性方面之研究，仍是後續之發展課題，未來研發將朝更微型化、
攜帶方便與即時監測等功能。【陳玉時, 2000、鄭筱瑄, 2006、王俊棋, 2003】。 
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圖2-3 MOSFET、ISFET、EnFET之構造 
     
 
圖2-4 各類型感測器之偵測靈敏度範圍 




表二 生物感測器之信號換能器之優缺點比較【陳佳琪, 2002】 
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2.2 延伸式閘極感測場效電晶體之原理 
    延伸式閘極感測場效電晶體(extended gate field effect transistor, 
EGFET)主要是由離子感測場效電晶體(ISFET)延伸而來，圖2-5為EGFET
與ISFET之結構比較示意圖。J. Van Der Spiegel等人於1983年首先提出以
IrO2作為感測膜之延伸式閘極感測場效電晶體，其結構如圖2-6【Van Der 
Spoegel J. et al., 1983】，將感測場效電晶體(FET)從待測液之化學環境中
分離出來，而感測膜則固定於訊號線(Signal line)尾端上，並從閘極(Gate)
區延伸一條導線連接至感測膜，具有低成本、易封裝、穩定度高、不易
受光之干擾等優點【邱嘉政, 2001、鄭筱瑄, 2006、王彥盛, 2003】。 
    1986年T. Katsube等人以pH-ISFET為基礎，利用濺鍍法(sputtering)
沉積氧化銥(Iridium oxide)作為感測膜並發展尿素與葡萄糖酵素感測器
【Katsube T. et al., 1986】。有關EGFET之相關文獻中，皆是使用低電阻
值之感測膜，如: IrOx與SnO2，而傳統使用的皆為高阻值材料，如: SiO2、
Si3N4、Al2O3、Ta2O5，並不適合用於延伸式感測場效電晶體的感測膜。 
    1983年Janata提出非對稱離子選擇元件之等效電路，用以解釋延伸
式閘極感測場效電晶體需使用低阻值感測膜之原理【J. Janata, 1983】，
Janata主張電位式化學感測元件可分為(1)對稱(solution / membrane / 






2001、黃磁婷, 2002、陳佳琪, 2002】。 
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2.4 酵素特性 





   2.4.1 酵素催化過程 
    酵素是一種生物催化劑，而催化劑具有一些特性 :  
     (1) 可增加反應速率。 
     (2) 反應結束後本身結構並不改變。 
   (3) 不會改變反應及其終產物。 






    酵素可降低反應活化能之能力是由於結構上的不同，每一種酵素皆有特
定之構形(conformation)，存在具催化反應的特殊袋狀空間稱為酵素活性中心
(Active sites)。一般而言，酵素反應主要包含下列步驟 :  
    (1) 受質(Substrate)與酵素活性部位結合。 
    (2) 受質、酵素或兩者之構型改變(conformational changes)。 
    (3) 中間產物(intermediates)或過渡狀態(transition state)之化學鍵變化。 
    (4) 產物的形成，酵素與產物構型再變化。 
    (5) 產物的釋放以及酵素回復原狀 【陳建中, 2009、黃磁婷, 2002】。 
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2.5 乙醯膽鹼酯酶生理作用機制 











象，有文獻【Bing Liu et al., 2005】指出乙醯膽鹼與人類的學習與記憶是
有相關的。 
    當釋放出來的乙醯膽鹼完成神經衝動傳遞後，會被存在於神經與肌肉
聯結基底板處的乙醯膽鹼酯酶(Acetylcholinesterase, AchE)進行催化水
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是屬於致命的毒性物質【Wei Xue and Tianhong Cui, 2008、陳玉時, 2000、
林軍任, 2006、吳永基, 2000】。 
    乙醯膽鹼酯酶活性位置結構如圖2-10，其包含兩個主要活化位 : 
(1) 酯基活化位置(esteratic site, ES) : 與絲氨酸蛋白酶(serine protease) 活
性位置的結構類似，由三個三級結構相似的胺基酸所組成，為Ser203 - 
His447 - Glu334，稱為催化三元體(catalytic triad)。 
(2) 陰離子活化位置(anionic site, AS) : 此處有少數負電荷能容納乙醯膽
鹼正電荷部分或四級官能基結合，且由化學修飾法(chemical modification) 
及光譜上研究認為此區仍有包含芳香族殘基(aromatic residue)。 
    催化中心除了以上兩個活化位提供乙醯膽鹼及其他四級官能基鍵結
外，尚有周邊陰離子區(peripheral anionic site, PAS)、活性部位選擇之芳香
族陽離子位置(active site-selective aromatic cation site, AACS)、疏水基鍵結
區域(hydrophobic binding region, 圖中斜線部份)等不同之位置區域所組
成 【吳永基, 2000、林軍任, 2006、Gialih Lin et al., 1999、J. L. Sussman et 
al., 1991】。 
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圖2-10 乙醯膽鹼酯酶活化區【Hay Dvir et al., 2010】 
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2.5.1 乙醯膽鹼酯酶催化受質之水解過程 
    乙醯膽鹼酯酶是絲氨酸酯酵素，屬於水解酵素(Hydrolase)，其形態為橢
圓形的球狀蛋白，大小約45×60×65 Å，催化過程中會形成其中間產物醯基酵




【Dominique Lombardo, 1982】。 







位催化水解受質的過程，如圖2-12【Eftim Milkani et al., 2011、吳永基, 2000、
林軍任, 2006】。 
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圖2-12 乙醯膽鹼酯酶水解乙醯膽鹼【Eftim Milkani, 2011】 
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  2.6 孔雀綠簡介 
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2.6.1 孔雀綠之應用 
    孔雀綠早期主要應用於工業染色，製陶業、紡織業、皮革業、食品染色
也用於生物染色劑，把細胞或細胞組織染成藍綠色，方便於顯微鏡下觀察
【Culp, S.J. and Beland, F.A., 1996、K.V.K. Rao, 1995】。 











    孔雀綠對於多種生物所造成的疾病都具有療效，且具有價格低廉、治療
效果佳、使用方法簡單、容易取得等優點【Rosalie A. Schnick, 1988】，在水
產養殖業中可用於殺菌、驅蟲及抗原蟲等作用，敘述如下所示: 
   (1) 殺菌劑 (fungicide) 
可預防及治療魚體及魚卵中真菌類之傳染【D. J. Alderman, 1985、 
N. Gerundo et al., 1991】，例如 : 感染鱧屬魚類的Aphanomyces invadis【J. H. 
Lilley and V Inglis, 1997】，感染龍蝦的Haliphthoros 【B. K. Diggles, 2001】，
治療鮭魚和虹鱒魚的Saprolegniasis也能有效的控制【Valia,V.M. and Fabian, 
B.L., 1998】。 
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   (2) 驅蟲劑 (parasiticide) 
驅除寄生在魚類的皮膚、鰓，體內的絛蟲、線蟲、吸蟲及節肢動物，在
非洲養殖業常用來抵抗bacteria、protozoans、cestodes、nematodes和crustacesns
等感染【T. Hecht and F. Endemann, 1998】。 
(3) 抗原蟲劑 (antiprotozoan) 
孔雀綠可以有效的控制原蟲之生長【Paivi Rintamaki-Kinnunen and E. 
Tellervo Valtonen, 1997】，例如: Turbot及鰻魚上的Trichodina【B.K. Diggles, 
2000、Hans C.K. Madsen et al., 2000】以及四膜蟲造成孔雀魚之感染【Rie, I. 
et al., 1999】。 
 (4) 治療其他疾病 
可用於抵抗蠕蟲的感染，例如: Dactylogyrus vastator 所造成鯉魚之感染
【Molnar K., 1995】，並治療大西洋鮭魚的增生性腎臟病(proliferative kidney 
disease, PKD)【Quigley, D.T.G and McArdle, J.F., 1998】。 
 
2.6.2 孔雀綠之作用機制  
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2.6.3 孔雀綠之代謝機制  






【William E. Poe and Robert P. Wilson, 1983】，孔雀綠在組織內之半衰期(half 
life)大約為67小時，然而還原型孔雀綠之半衰期比孔雀綠長【Maria Jesus 
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2.6.4 孔雀綠之毒性 



















    雖然孔雀綠是用以治療魚類有極好的效果，但對於魚體本身也是具有一
定的傷害，孔雀綠能溶解魚體內的鋅引發急性鋅中毒【Terry D. Bills et al.,  
1977】，也有相關文獻指出虹鱒魚經過孔雀綠治療後容易導致頭骨殘缺、脊柱
彎曲、尾鰭縮短等畸形發生，並造成後代有產生畸形的可能性【Meyer, F. P. and 
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Jorgensen, T. A., 1983】，在鯰魚體內則有膽固醇濃度上升、鈣離子濃度下降之
情形【S. J. Srivastava et al., 1995】。 
    孔雀綠對哺乳類動物影響之研究發現，孔雀綠會使兔子造成骨骼、肝臟、
心臟和腎臟的異常【Meyer, F. P. and Jorgensen, T. A., 1983】。餵食小鼠出現甲
狀腺及膀胱上皮細胞凋亡或型態改變【Sandra J. Culp et al., 1999】。抑制小鼠
肝臟細胞生長激素的合成，導致細胞受到傷害或死亡，促使乳酸脫氫酶(LDH)
的釋放，進而誘發肝臟腫瘤的發生【K.V.K.Rao, 1995】。將Syrian hamster embryo 
(SHE)細胞經過孔雀綠處理後會誘發單氧酶系統(monooxygenase system)及脂
質過氧化過程 (lipid peroxidation)進而形成自由基【A. Panandiker et al., 
1992】。使用人類喉頭癌細胞株(HEp-2)及結腸癌細胞株(Caco-2)進行實驗，其
結果顯示孔雀綠濃度與細胞增殖數及生長能力呈現反比的影響，其IC50分別為
2 μM及15 μM 【Annalaura Stammati et al., 2005】。依據美國國家毒理計畫




會危害肝臟，引起貧血和甲狀腺異常【National Toxicology Program, 2004、
National Toxicology Program, 2005】，整體來說，孔雀綠對生物體具有致癌、
突變的影響，並造成魚類畸形、生育率下降等。 
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2.6.5 孔雀綠對膽鹼酯酶抑制作用之文獻探討 
    孔雀綠屬於三苯甲烷類陽離子染料之一，三苯甲烷類陽離子染料結構共
同點包括皆有芳香基團、三級或四級胺以及一個正電荷。相關文獻研究結果
顯示三苯甲烷類染料會對抗菸鹼酸乙醯膽鹼接受器(nicotinic acetylcholine 
receptor)，且具有高親和力，其Ki值範圍為0.05-7.2μΜ 【Monica M. Lurtz and 
Steen E. Pedersen, 1999】。穩定態動力學結果表示，三苯甲烷類染料對丁醯
膽鹼酯酶(butyrylcholinesterase, BChE)之抑制效果與抗膽鹼酯酶劑的抑制效
果相當，其Ki值為μΜ範圍【Ashima Saxena et al., 1997、Zoran Radic et al., 
1993】。Tuba Kucukkilinc和Inci Ozer於2005年發表使用三苯甲烷類陽離子染
料抑制人類丁醯膽鹼酯酶，其結果發現孔雀綠對於人類丁醯膽鹼酯酶是屬於
可逆的混合型抑制，其Ki值範圍為0.28 ± 0.037μΜ【Tuba Kucukkilinc and Inci 
Ozer, 2005】。孔雀綠對馬血清丁醯膽鹼酯酶(horse serum butyrylcholinesterase)
是complx inhibition，經Dixon plot作圖後為非線性，抑制劑對酵素是屬於
multi-site binding，其Ki值為0.46μΜ 【Yasemin Yucel Yucel et al., 2008】。孔
雀綠對電鰻乙醯膽鹼酯酶上的酯基活化位置進行可逆的混合型抑制，其Ki = 
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2.6.6 世界各國對孔雀綠的管制 





Expert Committee on Food Additives, JECFA) 及國際癌症研究組織
(International Agency for Research on Cancer, IARC)等國際食品安全組織，均
未評估孔雀綠之食用安全問題【周珮如等人, 2008】。 
    依據歐盟委員會(European Commission)於2004/25/EC之規定，任何檢測
方法檢測水產品殘留之總孔雀綠(孔雀綠及還原型孔雀綠)最低門檻限制
(minimum required performance limit, MRPL)為2 ppb (μg/kg)。美國食品藥品
監督管理局(US Food and Drug Administration, FDA)自1991年開始就禁止使






















  (2) 液相層析儀(LC-VIS)：還原型孔雀綠需搭配HPLC分析管柱將孔雀綠
及還原性孔雀綠進行分離之後，再利用氧化管柱將還原型孔雀綠氧化成孔雀
綠，再以UV-VIS偵測器來偵測，最低檢測限度為1 ppb【Wendy C. Andersen et 
al., 2006、Rushing LG and Thompson HC Jr., 1997】。 
  (3) 液相層析串聯質譜儀(LC/MS/MS) : 專一性高、敏感度及準確度比其他
儀器好。台灣行政院衛生署於2008年1月11日制定「食品中動物用藥殘留量
檢驗方法－孔雀綠及其代謝物之檢驗」署授食字第0971800008 號公告，檢




0971800008號公告, 2008、周珮如等人, 2008、李瑋埕等人, 2009】。 
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第三章  材料方法 
  3.1 實驗材料 
   (1) 乙醯膽鹼酯酶 – Acetylcholinesterase(AchE)，EC 3.1.1.7，powder， 
      Type VI，from Electrophorus electricus，係向Sigma Chemical company
購得。 




=181.66，係向 Sigma Chemical company 購得。 
      (3) 戊二醛 – Glutaraldehyde，50 wt. % in H2O，係向 Sigma Chemical 
         company 購得。 
      (4) 磷酸鹽緩衝溶液 – Phosphate Buffer，KH2PO4 = 136.09。 
      (5) 孔雀綠 – Malachite green (MG)，crystalline，C23H25N2 · C2HO4 ·  
        0.5C2H2O4 = 463.50，係向 Sigma Chemical company 購得。 
      (6) ITO (Indium tin oxide) / PET (Polyethylenetelephthalate) – 0.2mm 
      (7) 環氧樹脂 (Epoxy) 
      (8) 銀膠（Colloidal Silver） 
      (9) 銅線（Copper wire） 
      (10) pH 2、4、6、7、8、10、12 標準溶液 
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  3.2 儀器與器材 
   (1) 微量分注器 廠牌: Orango Seientific 
   (2) 熱風循環烘箱 規格: OV-40 
   (3) 超純水機 規格: Purity-sp 
   (4) 微量天平  廠牌: 德國 DENVER 
   (5) 酸鹼檢測儀  規格: MP512 
   (6) pH 標準參考電極  廠牌: SCHOTT 
   (7) TL1167 訊號放大器 
   (8) 複合式電子量測儀錶  規格: HP 34401A 
   (9) 訊號擷取卡(GPIB-USB-HS) 
   (10) 軟體 Origin 50 
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  3.4 感測器之製作 
    所使用的元件為 Indium-Tin Oxide (ITO) / Polyethylenetelephthalate 
(PET)，在原本不導電的塑膠基板上，鍍上一層具有良好導電性的金屬材料，
為製作出延伸式離子感測場效電晶體，其製作過程如下 :  
(1) 將製作感測器系利用一PET薄片，以直流磁控濺鍍(D.C. sputtering)法鍍上
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  3.5 延伸式離子感測場效電晶體之pH 感測特性 







 3.6 感測器之酵素薄膜固定化步驟 
    酵素固定化之部分，此研究所使用之方法為交聯法(Cross linking)用以固
定酵素，固定化過程分別敘述如下： 
  (1) 取乙醯膽鹼酯酶溶於10 mM 、pH 8之磷酸緩衝溶液中，取4μl乙醯膽
鹼酯酶溶液修飾於延伸式感測場效電晶體之3×3 mm2感測窗上，並置
於4℃一小時 
  (2) 於感測窗上滴上1:1之1%戊二醛(glutaraldehyde，GA)，靜置4℃一小時。 
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  3.7 量測系統 
    本研究中所使用之量測系統，以ITO/PET之延伸式閘極感測場效電晶體
(EGFET)上固定酵素，搭配標準參考電極(Ag/AgCl reference electrode)提供一
穩定電位，經訊號放大器(LT1167)將溶液中化學反應之訊號放大，利用複合
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  3.8 抑制劑之抑制試驗 
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第四章  結果與討論 
 
  4.1 感測器pH 感測特性探討 
    實驗過程中，將元件分別置於pH 1.94、pH 4、pH 6.04、pH 6.99、pH 8、
pH 10.01、pH 11.96等七種不同pH值之緩衝溶液中量測其輸出電壓，最佳的感
測器其感測度結果須在54 ~ 59 mV/pH為較佳，線性須大於0.999，取得量測結
果良好的感測器進行後續實驗，如圖4-1所示。 
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  4.2 乙醯膽鹼感測特性探討 




    空白樣品是採用量測緩衝溶液之反應電壓，反應電壓平均值加上三倍標
準差其計算結果為 8.13 mV，表示反應電壓8.13 mV 所對應之乙醯膽鹼濃度
為偵測極限。 





乙醯膽鹼濃度0.5 mM 對應之反應電壓為5.776 mV，依其偵測極限計算結果
可得知本篇研究所使用之乙醯膽鹼濃度1mM 為偵測極限。 
 





圖4-3 酵素濃度1.4625 mg/ml搭配不同乙醯膽鹼濃度之反應電壓 (n = 5) 
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  (2) 將抑制劑滴在感測窗上，之後量測酵素與受質之反應電壓 : 其圖4-5結
果發現第一次酵素與受質之電壓與第二次的電壓不相上下，沒有受抑制的趨
勢，因此這個方法也不適用。 
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  4.4 孔雀綠感測器之反應時間 
    比較不同時間點的抑制百分比，看其反應時間與抑制效果是否成正比，
圖4-7結果顯示兩種濃度之抑制劑的抑制百分比，並不會因為量測時間的增加
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  4.5 抑制百分比之參數 
    水產養殖漁業使用之殺菌劑孔雀綠對於哺乳類細胞具有相當性的危害，
衛生署訂定『動物用藥殘留標準』規定孔雀綠之檢測標準為「不得檢出」。本
篇研究所使用之抑制劑最低濃度為1 ppm，在1 ppm 情況下為了得到較佳的抑
制百分比，因此必須尋找出一組乙醯膽鹼酯酶以及乙醯膽鹼素濃度。 









和50 ppm 所得之抑制效果明顯，但訊號雜訊比(signal-to-noise ratio, SNR)較
小。依據圖4-9結果顯示乙醯膽鹼素濃度10 mM 時所得到的抑制百分比雖然
不好，但其標準差是最小的，因此將乙醯膽鹼素濃度調整為10 mM。圖4-11




為酵素濃度1.4625 mg/ml 搭配受質濃度8 mM量測不同濃度抑制劑之結果
圖，可發現解決了低濃度抑制劑沒有抑制反應之結果，但其酵素與受質濃度
之搭配組合仍可得到90 mV之反應電壓，假設調降酵素濃度看其是否能得到
更好的抑制效果。圖4-13為酵素濃度0.73125 mg/ml 搭配受質濃度8 mM 量測
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不同濃度抑制劑之結果圖，調降酵素濃度使得反應電壓有下降，量測不同濃
度之抑制劑可看到抑制梯度之呈現，因此使用其酵素與受質濃度之搭配組合
做出圖4-14不同濃度抑制劑之校正曲線。顯示抑制劑濃度0.5 ~ 10 ppm的抑制





圖4-8 不同濃度酵素搭配各受質濃度之平均抑制百分比 (n = 5) 
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圖4-9 酵素1.4625 mg/ml 搭配各濃度受質之 
抑制百分比標準差(n = 5)     
 
 
圖4-10 酵素1.4625 mg/ml 受質1mM  
量測不同濃度抑制劑 
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圖4-12 酵素1.4625 mg/ml 受質8 mM 
量測不同濃度抑制劑 
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圖4-14 酵素0.73125 mg/ml 受質8 mM 
量測不同濃度抑制劑之校正曲線圖 
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  4.6 生物感測器與現有商業化測量探討 









測數值為安全把關，也可應用於環境之在點現場檢測(Point of need test) 
 
  4.7 未來展望 
    1. 孔雀綠對於丁醯膽鹼酯酶之影響 : 相關文獻皆指出孔雀綠會去抑制
人類血漿膽鹼酯酶(丁醯膽鹼酯酶)以及馬血清丁醯膽鹼酯酶，未來可以進行
孔雀綠對於丁醯與乙醯膽鹼酯酶之抑制效果之比較。 
    2. 還原型孔雀綠對於膽鹼酯酶之活性抑制 : 目前相關還原型孔雀綠對
於膽鹼酯酶抑制作用之文獻稀少，猜測孔雀綠可以抑制膽鹼酯酶，那其代謝
物應該也有其抑制效果，未來能購買還原型孔雀綠進行測試。 
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第五章  結論 
 












極限濃度為 1 mM。 
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